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(57) Abstract 



In a method for describing repertoires of antibodies (Ab) and T cell receptors (TcR) of the immune system of an individu- 
al, reverse transcription is carried out on the mRNA contained in a biological sample, separate amplifications are then carried 
out on the transcription product (or directly on the DNA extracted from the sample) by a PGR type method for each primer pair 
V, C, where V corresponds to a variable segment of the repertoire of interest and C hybridizes on the constant segment of the rep- 
ertoire of interest. For each J segment of the labelled repertoire, an elongation step is carried out on each of the amplification pro- 
ducts using a specific oligonucleotide of this segment J as primer and the amplification product as matrix. For each elongation 
product corresponding to a triplet (V, C)J thus obtained, the size of the different elongation products is revealed. The description 
of the repertoires corresponds to a VCJ triplet and to the element size for each element of the repertoire. 

(57) Abrege 

La presente invention conceme un procede de description des repertoires d'anticorps (Ab) et de recepteurs des cellules T 
(TcR) du systeme immunitaire d'un individu, caracterise en ce que: a partir d'un prelevement biologique, on effectue la transcrip- 
tion reverse des mARN qu'ii contient; on effectue ensuite, sur le produit de transcription (ou directement sur I'ADN extrait de 
Techantillon), des amplifications separees par une methode de type PCR pour chaque couple d'amorce V, C, V correspondant a 
un segment variable du repertoire en cause et C s'hybridant au segment constant du repertoire etudie; sur chacun de ces produits 
d'amplification on effectue, pour chaque segment J du repertoire marque, une etape d'elongation utilisant comme amorce un oli- 
gonucleotide specifique de ce segment J et le produit d'amplification comme matrice; pour chaque produit d'elongation corres- 
pondant a un triplet (V, C)J ainsi obtenu on fait apparaitre la taille des differents produits d'elongation; la description des reper- 
toires correspondant pour chaque element du repertoire a un triplet VCJ et a la taille de Telement, 



VNIQVEMENTA TITRE [yiNFORMATION 



Codes uiilises pour identitlci Ics l.tais iiaiiies au PCF, sur les pages tie couverture des brochures 
puhliant ties demantles iniernationalas en veriu tiu PCI*. 



AT Auirichc 

AU Auiuaiic 

BB Harhaili: 

BE UuJgiqiic 

BF UurLiii.i f-jM* 

BG Htilgiiric 

6J Ucfiiii 

BR Brciil 

CA Cunailu 

CF Kcpiihluiuc ('cntranciiiiic 

CC { 'oiigo 

CH *>tn.'>sc 

CI < olc d 'J voire 

CM C 'aitiuroiMi 

U£ Allcinat'iic 

DK Uanuiii.it k 



Fl iMiilaiKlu 

FR Krnnci; 

GA Cfuhon 

CB Kuvaunic-Utti 

GN (iuincL- 

GR (jrccc 

HU Hongfii: 

IT Italic 

JP Jajwn 

KP Kcpuhiiquc tKiinila'tru dcmucraliquc 

KK Kcpuhliquu dc force 

i.l Licchiciiblciii 

l.K Sri tuiiLa 

l.tl I.uxcmtviiirg 

MC MoiijCiJ 



MG MailagaM;ar 

ML Mali 

MN MongoHc 

MR Muuriian'ic 

MW Malawi 

NL Payi-Bas 

NO Norvcgc 

PL Pologiic 

RO Kouinaiiic 

RU PcJcratioii dc Kus!itc 

bD Soudan 

SE Sucdc 

SN Senegal 

SU Union :K>vit:tiquc 

TD Ichad 

TG logo 

US Etat*>-(Jnii» d'Antcriqiic 



wo 92/12260 



PCr/FR92/00014 



10 



PROCEDE DE DESCRIPTION DES REPERTOIRES D'ANTICORPS (Ab) ET DES 
RECEPTEURS DES CELLULES T (TcR) DU SYSTEME IMMUNITAIRE D'UN INDIVIDU. 

La presente mvention concerne un precede permettant ia 
description du repertoire immunitaire d'un individu ei, ainsi, ia mise en 
evidence et/ou le suivi de certains eiats pathologiques. 

Une caracterisrique essennelle du systeme immunitaire est la 
capacite de reconnaitre specif iquement un grand nombre d'antigenes. Chez 
les vertebres, les lymphocytes T er B assurent principaJement cette foncrion 
de reconnaissance, au moyen d'au moins trois complexes molecula:res 
transmembranaires ; rimmunoglobullne pour les cellules B, et les ceux 
recepteurs T pour les lymphocytes T : ie recepteuro^^et le recepteur g"^ qui 
definissent ainsi deux sous-populations parmi I'ensemble des lymphocytes T 
(Wilson et al., 1988 ; Raulet, 1989). 

A la formidable variete des antigenes a reconnaitre. 
correspond une tres grande diversite potentielle de ces trois types de 
recepteurs. En effet, ces trois complexes moleculaires, de structure voisine, 
15 sont composes de deux (pour chacun des recepteurs T) ou quatre (pour les 
immunoglobines) chalnes peptidiques dont les domaines NH2-terminaux sont 
tres variables. C'est I'existence d'une interaction forte entre un determi- 
nant antigenique donne et le site constitue par ces domaines variables, qui 
constitue la traduction a I'echelie moleculaire du phenomene de recon- 
naissance. C'est ainsi que les informations contenues dans le genome d'une 
souris lui permettent de produire potentiellement au moms iO^^ 
immunoglobuiines de region variable differente, 10^^ recepteurs Tc< p, 
differenis, et 10^^ recepteurs T^S" differents. 

Ainsi emerge la notion de repertoire : i'ensemble des regions 
25 variables des immunoglobuiines presentes a un instant donne dans un 
organisme constitue le repertoire actuel des immunoglobuiines. De meme, 
I'ensemble des regions variables des recepteurs Ty5 pouvant etre eventuel- 
lement produites par un genome de souris constitue le repertoire potentiel 
des lymphocytes ^S- 

30 systeme immunitaire contient done, en fait, :rois 

repertoires complexes, du fait que le repertoire des recepteurs T doit e:re 
subdivise en repertoire des recepteurs To^jJ et des recepteurs T^-S. 

Les mecanismes qui permettent de produire I'lmmense 
diversite des recepteurs des lymphocytes T et B sont maintenant oien 

35 connus (Tonegawa, 1983). La region variable d'une immunoglobuline ou d un 
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recepteur T est formee par les domaines NH2-terminaux de deux chalnes 
peptidiques. Les genes codant pour ces deux proteines sont le resultat de 
rearrangements somatiques qui juxtaposent un segment V, un ou deux 
segments D selon les chaTnes, et un segment J. Le nombre de segments V, 
D et J disponibles dans les differents loci fournit une premiere source de 
diversite dite diversite combinatoire (cf tableau 1). De plus, I'imprecision 
des jonctions entre deux de ces segments (jonctions V-D, D-D, D-J ou V-J) 
introduit une deuxieme source de diversite dite diversite jonctionnelle, 
puisque d'une part, chacune des deux extremites juxtaposees peut se trouver 
amputee de quelques bases, et que d'autre part, peuvent etre inseres des 
nucleotides au site de la jonction. Enfin, dans le cas des genes codant pour 
les immunoglobulines, des mutations somatiques peuvent se produire dans le 
deuxieme exon du gene rearrange, ce qui constitue une troisieme source de 
diversite. 

Selon le type de recepteur «< , ou immunoglobulme, 

chacune de ces trois sources de diversite est une composante plus ou moms 
importante de la diversite totale. Ainsi, alors que le nombre de segments V, 
D et J disponibles est le plus faible dans le cas du recepteur »5, I'etendue' 
du repertoire de ce recepteur reste potentiellement tres grande. Ceci 
provient essentiellement du fait que le gene codant la chaine <S peut 
comprendre zero, un ou deux elements D, qui peuvent de plus etre lus dans 
les trois phases de lecture, alors que les chalnes et comptent un et 

un seul element D. En fait, la diversite du repertoire des recepteurs y S 
peut etre decrite de la fa?on suivante : il sembie qu'un faible nombre de 
segments V et J soit disponible, mais le nombre de segments V de la chaine 
S est encore mal connu et il existe une tres grande diversite jonctionnelle 
potentielle qui se traduit par une variation importante de la longueur du 
deuxieme exon du gene rearrange, surtout dans le cas du gene codant pour 
la chaine § (Raulet, 1989). 

La fonction des lymphocytes T^f, est relativement bien connue 
: ils interviennent dans la cytolyse par les cellules tueuses, dans les 
reactions qui reglent la synthese des anticorps et dans des phenomenes 
inflammatoires. La fonction des lymphocytes TyS est encore mal comprise : 
on admet en general qu'outre ieur role probable dans I'ontogenie du 
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systeme immunitaire, les cellules T )f S participent a la surveillance 
immunitaire. Quant aux diverses fonctions des anticorps, elles sont 
relativement bien connues et ne seront pas rappelees ici. 

Nul n'est aujourd*hui capable de decrire Tensemble des 
anticorps et des recepteurs T (i.e. les repertoires des Ab et des TcR) 
exprimes a un moment donne dans un individu. II s'agit d*une tache 
formidable puisque chacun des repertoires comporte vraisemblablement des 
millions de molecules differentes. On ne dispose encore que d*un faible 
nombre de reactifs capables de reconnaitre specifiquement tel ou tel 
element de tel repertoire. On peut certes operer plus finement en 
determinant la sequence d*un certain nombre de genes exprimes, Toutefois, 
des considerations pratiques font qu*il n'est guere concevable d'analyser, en 
routine, plus d'une dizaine ou, peut-etre, d*une centaine de genes, et 
Toperation est couteuse et tres longue. En bref, on ne decrit, a Theure 
actuelle, les repertoires d*anticorps et de recepteurs T qu'au moyen d'un 
petit nombre de parametres. On ne dispose done pas de methodes qui 
permettent d'analyser rapidement et efficacement des situations physiolo- 
giques et pathologiques liees a Tetat de ces repertoires. Par exemple, il est 
clair que ces repertoires varient au cours d*une immunisation volontaire 
(vaccin), ou au cours de Tinfection par des microorganismes pathogenes, ou 
encore dans revolution de pathologies auto-immunes. Dans ce dernier cas, 
il y a de nombreuses raisons de penser que la predisposition a ces maladies 
est le reflet d*une certaine composition des repertoires. II est done tres 
probable qu'une bonne methode d'analyse des repertoires aurait des 
retombees medicales, et pourralt fonder des techniques d'analyse medicale 
et de diagnostic. 

Une methode maintenant tres utilisee dans le but d'etudier la 
diversite et la distribution des trois repertoires immunoglobulines, 
recepteurs q< js et > ^st ceile de Tamplification par PGR (Polymerase 
Chain Reaction). Cette technique consiste a amplifier I'ADN genomique ou 
I'ADN complementaire avec une serie de couples d'amorces specifiques 
(V,C) ou (V,J) et le cas echeant, de cioner puis de sequencer les produits 
d'amplification obtenus (Takagaki et al., 1989) ; Asarnow et al., 19S9). 
Cette methode puissante n'est pas exempte d'artefacts. Sans meme parler 
des problemes lies a la quantification, il semble par exemple hasardeux de 
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deduire de deux amplifications realisees avec deux couples d'amorces 
differents, (VI, C) et (V2, C) par exemple, un usage preferentiel d*un 
segment par rapport a Tautre dans la population etudiee (Rajasekar et aL, 
1990). Dans I'etat actuel de la technique, il est difficile de determiner par 
5 cette methode le taux d'usage des differents segments V, D'autre part, ie 
clonage des produits d'amplification en vue de determiner leur sequence 
peut egalement generer des artefacts. Par exemple, une certaine proportion 
de ces produits sont en fait des heteroduplexes (si la population ampliflee 
est heterogene) dont on ne peut predire comment il seront "repares" apres 
10 transformation de la bacterie (Abastado et al., 1984, 1987). 

Un perfectionnement recent est Tamplification suivant la 
technique de la PGR ancree, qui consiste a realiser ^amplification d'une 
population heterogene d*ADN complementaires a I'aide d'un couple unique 
d'amorces, Tune s'hybridant dans la region constante C, Tautre avec une 
15 sequence identique ajoutee en 3* de tous les brins d'ADN complementaires. 
On peut done esperer que le rendement de Tamplification ne depende pas 
du segment V utilise dans le rearrangement. 

Recemment, une methode assez sensible permettant d'evaiuer 
le taux d'usage des differents segments V dans une population de transcrits 
20 heterogenes a ete developpee (Okada et Weissman, 1989 ; Singer et al., 
1990). Cette methode precise et reproductible a Tavantage d'etre simple 
conceptuellement done d'introduire peu de biais. Cependant, elie ne permet 
ni de definir simultanement Tusage V et Tusage J, ni de determiner si le 
transcrit revele est en phase. 
25 Parallelement a Tamplification a partir de populations 

polyclonales, une autre demarche largement utilisee a consiste a construire 
des banques d'hybridomes ou de lignees T clonales, puis de caracteriser au 
niveau moleculaire les anticorps ou les recepteurs T exprimes, Cette 
methode est evidemment difficile a mettre en oeuvre a grande echelle. Elle 
30 introduit des biais difficiies a evaluer, lors des etapes de fusion ou de 
clonage, mais est la seule technique actuelle permettant de determmer 
simultanement la sequence des deux chaines d'une recepteur T ou de 
determiner un repertoire d*une specificite connue. 

II faut noter que les methodes citees plus haut caracterisent 
35 toutes le repertoire a partir de TARN messager et non pas de la proteine. 
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de sorte que tout controle post-transcriptionnel est meconnu. L'utilisation 
d'anticorps monoclonaux et de la cytof luorometrie en flux permet 
d*analyser le repertoire au niveau du recepteur meme et donne simuitane- 
nnent de multiples renseignements sur ie phenotype des cellules etudiees. 
Cependant, cette methode est assez peu sensible, et surtout, ne permet pas 
d*etudier dans le detail le repertoire puisqu'il est impossible, faute de 
reactifs, d'acceder a la diversite jonctionnelle du repertoire. Elle necessite 
de plus de disposer &une batterie importante d^anticorps monoclonaux bien 
caracterises. 

La presente invention a plus particulierement pour objet un 
precede permettant la description du repertoire immunitaire d'un individu, 
qui puisse etre faciiement automatise, prenne en compte un tres grand 
nombre de parametres et soit depourvu des biais des procedes decrits 
precedemment. 

Plus precisement, la presente invention concerne un precede 
de description des repertoires d'anticorps (Ab) et de recepteurs des cellules 
T (TcR) du systeme immunitaire d*un individu, caracterise en ce que : 

a partir d'un prelevement bioiogique, on effectue la transcription 

reverse des mARN qu'il contient, 

on effectue ensuite, sur le produit de transcription ou directement sur 
rADN extrait de Techantillon, des amplifications separees _par une 
methode de type PGR pour chaque couple d'amorce V,C, V correspon- 
dant a un segment variable du repertoire en cause et C s'hybridant au 
segment constant du repertoire etudie, 

sur chacun de ces produits d'amplif ication on effectue, pour chaque 
segment 3 du repertoire, une etape d'elongation utilisant comme 
amorce un oligonucleotide marque specifique de ce segment 3 et le 
produit d'ampiification comme matrice, 

pour chaque produit d'elongation correspondant a un triplet (V,C)3 
ainsi obtenu on fait apparaitre la taille des differents produits 
d'elongation, au nucleotide pres, par les procedes generalement utilises 
pour la determination des sequences d'ADN, 

la description des repertoires correspondant, pour chaque element du 
repertoire, a un triplet V,C,3 et a la taille de ^element. 
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Une alternative consiste a extraire TADN de Techantillon 
biologique et a pratiquer Tampiif ication sur TADN denature, en utilisant le 
fait que les rearrangements productifs rapprochent le segment variable de 
la region constante, de sorte que seuls les segments variables utilises 
^ servent efficacement dans I'amplification. 

Le precede selon Tinvention peut etre utilise aussi bien pour 
decrire Tun des trois repertoires ou bien les trois ou seulement deux 
d'entre eux. Dans ce qui suit, on decrira particulierement le repertoire T yS 
mais la meme methodologie est utilisable pour le repertoire Tocfh et les 

^ ^ immunoglobulines. 

Par "description du repertoire" on entend designer aussi bien 
un etat sous forme de tableau, bi ou tridimensionnel, qu'une representation 
graphique et/ou des reproductions de gel par exempie. 

En effet, I'un des interets de la presente invention est de 
pouvoir comparer ces repertoires, en particulier a des etats de repertoire 
type pouvant etre lies a des physiologies ou des pathologies determinees ou 
bien de suivre devolution de ces repertoires dans Tapparition et/ou 
revolution de certaines maladies telles que certains cancers, maladies 
autoimmunes ou SIDA. Par exemple, au cours de la reaction immunitaire 

20 qui survient dans au moins quelques types de cancers, la detection rapide 
des lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL), Pobservation de leur 
evolution, ainsi que du reste du repertoire au cours d'un traitement par 
immunotherapie pourrait se reveler une approche interessante. On peut 
envisager d'appiiquer la puissance de la methode a Tetude de revolution du 

25 repertoire au cours du developpement d*une maladie autoimmune. On salt 
en effet que dans nombre de maladies autoimmunes, les lymphocytes T 
tiennent une importance de premier plan. Si i'on devait, a la suite d'etudes 
realisees dans les quelques modeles animaux disponibles, observer des 
correlations strictes entre certaines de ces pathologies et un etat ou une 
suite d'etats du repertoire mesures selon la methode presentee, ii serait 
alors parfaitement envisageable de donner une valeur predictive a cette 
methode d'analyse, et par consequent une valeur de diagnostic plus precoce 
que les tests actuellement disponibles. Ce procede peut done devenir un 
outil d'investigation et d*analyse puissant pour I'etude et la surveillance du 
^5 systeme immuntaire. 
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Les methodologies mises en oeuvre dans ce precede,, sont 
connues dans leurs principes. 

Ainsi, dans le prelevement du patient on preparera I'ARN (ou 
I'ADN) par des methodes connues qui pourront dependre de la nature du 
prelevement (sang peripherique ou biopsie par exemple). 

La synthese d'ADN complementaire par transcription reverse 
est connue, de meme que le procede pernnettant de ne transcrire que les 
mARN messagers presents dans cet ARN total, au moyen d'une amorce 
poly(T). 

L'amplification peut etre realisee par une methode de type 
PGR, c'est-a-dire par la methode PGR ou par I'une de ses nombreuses 
variantes. 

Le procede est mis en oeuvre, de preference, par PGR 
(polymerase chain reaction) et sans addition d'aucun traceur radioactif, 
colore ou fluorescent. On amplifie I'ADN, pouvant provenir aussi bien d'une 
prise de sang que d'un autre prelevement ou biopsie, toutefois le 
prelevement initial doit contenir un nombre suffisamment eleve de cellules 
pour que les resultats ulterieurs soient statistiquement signif icatifs. 
L'amplification demarre par une etape de transcription reverse (ou a partir 
de I'ADN extrait des cellules prelevees). Apres quoi, on divise I'echantUlon 
et on procede a autant de reactions d'amplification separees qu'i.l y a de 
couples d'oligonucleotides (V,G). 

On subdivise alors chacun des echantillons de fagon a 
pratiquer, pour chacun d'entre eux, autant de reactions dites d'eiongation 
ou de "run-off" qu'il y a de segments 3. Pour effectuer ces reactions, on 
utilise des oligonucleotides specifiques de ces segments 3 qui, cette fois, 
sont marques, soit avec un traceur radioactif, soit, plus avantageusement, 
avec un fluorophore ou par d'autres methodes. Dans la reaction de 
"run-off", la polymerase recopie jusqu'au bout les segments amplifies a 
partir de I'oligonucleotide 3. Si ceux-ci sont heterogenes en longueur, on 
obtient done un ensemble de molecules marquees a leur extremite 3 et dent 
on peut mesurer la taiile avec precision. 

Gette mesure de taiile peut etre faite sur des gels de 
sequence d'ADN conventionnels si I'on a effectue un marquage radioactif 
ou, avantageusement, avec un sequenceur automatique, notamment capable 
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de detecter les fluorophores. L'appareil est done utilise uniquement pour 
mesurer les longueurs et Tintensite des produits d'elongation. Bien entendu, 
puisqu'il existe quatre fluorophores commerciaux de "couleurs" differentes, 
on pourra, connme il est fait dans les determinations de sequence d'ADN, 
5 mais pour des raisons totalement differentes, melanger les produits de 
quatre reactions differentes utiiisant des fluorophores differents. Par 
exempie, il pourra etre particulierement utile de melanger les produits de 
reactions homologues faites sur un echantillon temoin et marques avec une 
couleur donnee, avec ceux de trois echantillons a etudier. De cette fagon, 

10 on obtient une comparaison directe des echantillons au temoin, mais 
d'autres schemas experimentaux sont possibles. Certains appareils 
commerciaux pratiquent une analyse des quatre couieurs dans 24 pistes 
simultanement (soit 96 echantillons). L*analyse prend quelques heures et les 
resultats sont informatises, 

15 Grace a Tutilisation d'un sequenceur, on peut simpiifier la 

lecture des autoradiogrammes dans la sequence conventionnelle qui est 
longue, Dans le cas precis decrit dans Texemple, il faut lire chaque 
experience, memoriser et interpreter plus de 1 000 elements, Dans le cas 
d'un sequenceur automatique, I'information est immediatement mise en 

20 memoire et Tutilisation des logiciels existants ainsi que d'un logiciel ecrit 
dans le cadre de Tinvention permet d'obtenir la matrice des resultats. 

On notera que les problemes pratiques sont encore plus 
considerables pour le repertoire ^<p> de la souris ou il est question d'analyser 
quelque 60 000 elements. Le probleme du repertoire fs est totalement 

25 soluble selon la strategie adoptee pour les repertoires y et S . Le probleme 
du repertoire e< est ardu (5 000 echantillons a analyser pour chaque 
repertoire) mais des strategies simplif icatrices peuvent etre developpees. 
II en va de meme pour les repertoires d'anticorps et les repertoires 
humains. 

30 Parmi les appareils aisement adaptables, il faut citer le 

sequenceur modele 373A commercialise par la societe Applied Biosystems 
et les modeles apparentes. 

Grace au logiciel elabore dans le cadre de l*invention, les 
donnees sont organisees, soit dans une representation a trois dimensions 

35 (elements genetiques dans le plan, longueur dans la hauteur), soit dans un 
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tableau a deux dimensions. Cette representation est preferable en ce 
qu'elle permet. dans unematrice de points, de figurer I'abondance du produit 
de reaction (par example, le point est plus ou moins fence selon I'intensite 
de la bande detectee par le sequenceur) et ensuite de comparer aisement 
deux matrices (deux repertoires differents, deux etats du meme repertoire, 
etc..) 

Une amelioration possible consiste a introduire un quatrieme 
parametre permettant d'analyser encore plus finement le repertoire. II faut 
rappeler que cette notion de resolution est capitals, si I'on veut pouvoir 
analyser des evolutions dans le repertoire actuel. En effet, plus le nombre 
de parametres de mesure est important, plus la resolution est grande, et 
plus les chances de pouvoir saisir des variations fines du repertoire sont 
.mportantes. Ce quatrieme parametre donne acces, comme le troisieme, a 
la divers.te jonctionnelle. II s'ag.t d'appliquer aux produits de "run-off" une 
methode d'electrophorese realises en gradient de temperature ou de tout 
autre facteur denaturant, de sorte que les produits de meme taille so.ent 
separes selon leur plus ou moins grande homologie avec une sonde fixe 
(Riesner et al., 1989). C'est done un acces indirect a la sequence des 
regions variables qui est recherche. Des experiences sont en cours en 
utilisant comme sonde les genes rearranges dans des hybridomes. 

Les exemples ci-apres sont destines a mettre en evidence 
d'autres avantages et caracteristiques de la presents invention. 
Sur les figures ci-annexees, 

- la figure 1 represents une partie du repertoire T^fS dans le thymus (T), 
la rats (R) d'une souris Balb/c adulte et le placenta (P) d'une souris Fl 
(C3H X C57/B16), 

- la figure 2 represente I'analyss, sur gel denaturant, des produits 
d'elongation obtenus avec differentes amorces Jfl sur de I'ADN extrait 
de ganglions amplifie par PGR avec des amorces specifiques des 
ssgmsnts V p> et C p» : 

A et B : souris BIO.A immunisees avec le cytochrome C de pigeon: 

1 = non immunisees 

2 = apres immunisation primaire 

3 = restimuiation in vitro , apres immunisation primaire ; 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



wo 92/12260 



PCT/FR92/0(M)14 



10 



C : souris C3H immunisees par le cytochrome C de pigeon: 

^, 5, 6 = trois souris differentes non immunisees 
7 = restimulation in vitro apres immunisation primaire d'un 
groupe de souris, 

5 les chiffres indiques a droite ou a gauche des figures correspondent a 

la taille (en nucleotides) des produits allonges obtenus pour une 
combinaison Vp -3p> productive. 
Materiels et methodes 

Oligonucleotides 

10 Les oligonucleotides utilises ont ete synthetises sur un 

automate 381 A DNA Synthesier (Applied Biosystems). Le decrochage de la 
colonne et le deblocage des fonctions phosphates (protegees par un 
groupement beta-cyanoethyl) s'effectuent en injectant dans la colonne 
1,5 ml d'ammoniaque 28 % a raison de 0,5 ml par 30 mn. L'eluat est incube 
pendant 12 heures a 56°C afin de deproteger les bases de I'oligonucieotide 
(elimination des groupements benzoyl et isobutyril). Apres lyophilisation, 
Toligonucieotide est resuspendu dans de Teau, a une concentration de 
50 liM. 

Souris, cellules 

20 Souris : Toutes ies souches utilisees (Balb/c, Balb/b, DBA/2, 

CB 20, SJL et C3H/He) proviennent de I'animalerie de Tlnstitut Pasteur. 
Lorsque des accoupiements ont ete realises, le premier jour de gestation, 
jour ou le bouchon vaginal est detecte, est appele jour 0. 

Cellules : Les hybridomes utilises (515, TU, T16, T18) 
25 resultent de la fusion de thymocytes d'une souris C3H/He adulte avec le 
partenaire BW5 14 7oc'" fi' (mutant du thymome BW5U7 d»AKR, n^exprimant 
plus le recepteuro(J^. 

Preparation d'ARN 

L'ARN de tissus et de cellules en culture a ete prepare selon 
5^ trois methodes differentes. 

Premiere methode, utilisee pour preparer TARN de cellules en 
culture : les cellules sont centrifugees ; le culot obtenu est resuspendu dans 
10 ml d'une solution NaCH^COO - NaCl 10 mM pH 5, 1 % SDS. Apres 
incubation 2 mn a 4°C, 10 ml d»une solution de phenol non tamponnee, a 
35 65°C sont ajoutes. L'ensemble est agite fortement pendant 5 mn ; apres 
centrifugation 10 mn a 3 000 rpm, la phase aqueuse est prelevee, 

FEUILLE DE^ REN/1PLACEMEKT 



wo 92/12260 



PCr/FR92/00014 



1 1 



remelangee a un volume de chloroforme-alcool isoamylique. Apres 
centrifugation, I'ARN contenu dans la phase aqueuse est precipite en 
ajoutant 0,1 volume d'acetate de sodium 3 M pH 5,2 et deux volumes 
d*ethanoI, 

Deuxieme methode, dite methode AGPC (Acid Guanidinium 
Thiocyanate-Phenol-Chloroform): utilisable aussi bien pour preparer TARN 
d*un culot de cellules ou d*un organe, cette methode permet d'eviter dans 
une tres large mesure la degradation des acides ribonucieiques susceptible 
d'intervenir des que les cellules sont lysees. Cependant, des traces d*ADN 
subsistent dans la preparation, qui peuvent etre genantes dans certaines 
applications. 

La troisieme methode elimine cette contamination par TADN 
en exploitant la difference de densite des acides ribo- et deoxyribonucleiques. 
La separation de ces deux especes est reaiisee par ultracentrif ugation du 
lysat en presence d'un gradient discontinu de CsCI: i'ADN est retenu a 
rinterface du gradient, tandis que PARN, plus dense, precipite/ Cette 
methode permet done de recuperer a la fois I'ARN et I'ADN d'un tissu ou 
d'un culot cellulaire, Brievement, une solution de guanidine thiocyanate 
est preparee, contenant 0,5 % de Na N-lauryisarcosine, 25 mM EDTA, 
0,13 % d*anti-foam A. Le gradient de CsCl est compose de 3 ml d'une 
solution 5,7 M de CsCl, 25 mM de Na acetate pH 5,2, 10 mM EDTA, et de 
0,7 ml d'une solution 2,^ M de CsCl, 25 mM de Na acetate pH 5,2, 10 mM 
EDTA. Le tissu est broye dans 7 ml de la solution M de guanidine 
thiocyanate a Taide d'un homogeneiseur potter, ie lysat obtenu est 
centrifuge 10 mn a 8 000 tr/mn dans un rotor HB-^ pour eliminer les 
particules solides. Le surnageant est depose delicatement sur le coussin de 
CsCl : I'ensemble est mis a centrifuger 2^ heures dans un rotor 5W ^^1 a 30 
000 tr/mn a 20*'C. La phase liquide est alors eliminee (on peut lors de cette 
etape recuperer TADN situe a I'interface) et le culot est resuspendu dans 
500 pi d'eau et precipite a - 20°C en ajoutant 1 ml d'ethanol et 50 pi de Na 
acetate 3 M, pH 5,2, 

Preparation d'ADN compiementaire 

La synthese de I'ADN compiementaire est reaiisee a partir de 
TARN total prepare seion Tune des trois methodes decrites plus haut. Le 
tampon utilise est le meme que celui de I'etape d'amplif ication par PGR 
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(tampon Cetus). En effet, les differents tampons proposes ne se sont pas 
reveles d'une efficacite sensiblement superieure (comparaison par mesure 
de I'mcorporation de dCTP marque au ^h) ; par contre, la concentration en 
Mg2^ de ces tampons ne permet pas de realiser I'amplification par PGR 
sans autre etape intermediaire. L'oligonucleotide utilise comme amorce de 
la polymerisation du brin d'ADN complementaire est un 15-mer poiy-dT. 
Brievement, 10 Mg d'ARN total, lorsque celui-ci provient d'un organe de 
souris adulte, ou I'ARN de 10^ cellules provenant d'une culture ou d'un 
thymus fetal, sont mis a incuber 10 mn a 70°C dans 50 pi d'une solution 50 
mM KCi, 10 mM Tris-HCl pH 8,2, 1,5 mM MgCl^, 0,01 o/o gelatine, 0,1 mM 
EDTA, 5 MM pdT(i5), 0,2 mM dNTP. Puis, apres 5 mn sur la glace, 5 unites 
d'AMV RT (Promega ou Boehringer) sont ajoutes, ainsi que 34 unites de 
RNasin (Pharmacia) ; le tout est incube 1 h a 43"'C, porte a lOO^C pendant 
5 mn. 

Amplification par la technique PGR 

Les amplifications ont ete realisees sur les automates Perkin 
Elmer Getus et Prem, selon la technique decrite (Saiki et al., 198S). 

Pour- amplifier I'ADN complementaire le protocole utilise fut 
le suivant : 5 pi de la solution preparee precedemment sont amplifies dans 
50 ou 100 Mi d'une solution 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCl, pH 8,2, 0,01 % 
gelatine, 0,2 pM en chacun des deux oligonucleotides utilises, 2 u par 100 
Ml de Taq Polymerase (Beckman), 200 mM en chacun des nucleotides dATP, 
dGTP, dCTP et dTTP. La concentration en ion Mg^* utilisee varie de 2 a 
2,5 mM. Le tout est recouvert de 50 pi d'huile minerale, chauffe 10 mn a 
80°C, amplifie par 40 cycles (1 mn a 94°C, i mn a 60°G, 1 mn a 72°C) puis 
incube 10 mn a 72''C. 

Parmi les parametres permettant de reduire le bruit de fond 
du procede, il faut citer I'utilisation de concentrations optimales d'ions 
magnesium dans les etapes d'amplification ou d'elongation, ainsi on 
utilisera de preference entre 1 et 3 mM d'ions magnesium. 

Marquage d'amorces, elongation par "run-off" 
Les amorces 3 utilisees pour realiser I'etape de "run-off" ont 
au prealable ete radiomarquees par phosphorylation de I'extremite 5' a 
I'aide d'un phosphate ^^P. Le protocole est le suivant : 100 pmoles de 
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I'oligonucleoTide sont incubes dans 10 [il pendant 30 mn a 37°C dans le 
tampon d'amplification a une concentration de 2,5 mM en Mg^", en 
presence de 40 ^^Ci de ^^P- ATP (soit 12 pmoles) et de 3 unites de T4 
polynucleotide kinase. L'enzyme est ensuite inactivitee en portant le tout a 
5 70°C pendant 10 mn. 

L'elongation par "run-off" a partir des amorces J marquees est 
realisee dans les conditions suivantes. 1 pi du melange amplifie precedem- 
ment est dilue dans 10 m1 d'une solution identique a celle qui a ete utilisee 
pour I'amplification (tampon d'amplification avec la concentration optimale 
10 de Mg M2 a 2,5 mM), 200 pM en chacun des dNTP, 0,2 u de Taq 
Polymerase), a laquelle on ajoute I'amorce J marquee a la concentration de 
1 mM (I'amorce J est done un exces d'au moins 5 par rapport aux autres 
amorces V et C apportees par le pi du melange amplifie). La reaction de 
"run-off" consiste en 3 mn a 9if«C, 1 mn a 60°C suivi de 15 mn a 72°C. 
^ 5 Electrophoreses 

L'anaiyse des produits d'amplification et des sequences est 
realisee par une electrophorese sur gel de 400 nm d'epaisseur, de 6 % 
polyacrylamide (reticulation : 1 g de bisacrylamide pour 19 g d'acrylamide) 
dans le tampon TBE (Maniatis et al., 1982) en conditions de denaturation 
20 (95 % formamide, 20 mM EDTA, bleu de bromophenol 0,25 %, xylene cyanol 
0,25 %) et incubes 10 mn a 80°C. La migration est realisee dans le tampon 
TBE sous un champ electrique de 4 000 Vm"^ pendant 2 h ou 4 h pour 
l'anaiyse de sequence, et 5 a 6 h pour l'anaiyse de produits d'amplification. 
Exemple 1 - Etude de la diver site genetioue de la chained du recepteur T 
25 chez la souris 

Principe de la methode 

Pour chaque chaine variable (Vo(, Vp, V ^ ou pour les 
recepteurs To<pou^^, les oligonucleotides specifiques sont synthetises et 
permettent d'amplifier separement les copies cADN des ARN messagers. Le 
tableau ci-apres donne la liste des oligonucleotides utilises dans Tanaiyse 
suivante. Les transcrits correspondants aux regions variables- V^l, Wg2... \'ff7 
sont amplifies separement, de meme que ceux correspondent a V.5I, Vj2... 

9. Pour chaque produit d'amplification, une reaction specif ique des 
segments 3 est realisee. Finalement, on mesure la taille des produits sur un 
gel de sequence. Ceci permet de decomposer les ARN messagers selon la 
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longueur de la region variable (region N notamment) qui peut varier de 10 
a 20 nucleotides environ. En outre, on peut reperer les ARN messagers qui 
sont hors-phase pour la traduction en proteine. En resume, un echantillon 
est parametre (1) pour Temploi des chalnes V ; (2) pour Temploi des 
5 segments 3 ex (3) pour la taille. 

La diversite genetique, pour les recepteurs T^S de la souris, 
provient du reassortiment de 15 elements genetiques pour la chained du 
recepteur et de 11 elements de la chained. Au cours de recombinaisons qui 
engendrent les genes actifs de structure V-D-J-C, divers mecanismes 
10 operent aux jonctions de certains segments recombines de sorte que la 
longueur du gene actif est variable dans des limites qui sont de 0 a 20 
nucleotides environ pour les genes Vy-J^-C^r et de 0 a 50 nucleotides 
environ pour les genes VS-JS-CS. 

Le repertoire du recepteur T^fa ete parametre par la 
15 determination ; - des segments V,J et C qui sont utilises, 

- de la longueur du gene rearrange. 
On voit dans le tableau 1 que ceci represente plus d'un millier 
de mesures pour les recepteurs T^^S . Dans le cas des recepteurs Tocfi , 
s*agit de plus de 50 000 mesures. 
20 - Procede experimental 

Pour le repertoire des recepteurs T^^ de la souris, sont 

synthetises : 

- 7 oligonucleotides specifiques de chalnes V^, 

- 3 oligonucleotides specifiques de chalnes J^T* 
25 - 4 oligonucleotides specifiques de chalnes Cy, 

- 9 oligonucleotides specifiques de chalnes VS, 

- 2 oligonucleotides specifiques de chalnes JS, 

- 1 oligonucleotide specifique de la chalne C5. 

Les methodes de determination des amorces sont connues, en 
30 particulier lorsqu'il existe de fortes homologies entre des sequences que 
Ton entend distinguer, par exempie Vy 1, 2 et V^3. 

Le tableau 2 ci-annexe donne la liste des oligonucleotides 

utilises. 

Les resultats obtenus sont repertories a la figure 1 sans 

35 I'usage J. 
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Tableau 2 

Virl: JOTrG?^G!IMCI3ymmm3TCT 

Vy2: AOS^CXmRGSmSkAGC 

V)r3: TTG^03^2CI2^AiaiMGTaSAG 
Vy2 et 3: CQSCAAAAAAGAAATCAACAG 

Vy4: TGinTTTGCftAOaCCTAOCC 

Vy5: TCTGC^OOSTAac^^crGA. 

Vy6: QCaAITC2^AAAS^AAAC2\TI\Z!X^ 

Vy7: AAGOS^GaGGGGIDCTCTCC 

JV2: CTQCaAAIAOCnTGTGAAAG 

jy4: GAATTACimaGCTITGTC 

Cyl: TITC?^GCAAC2^GAAGGAAGG 

Cy2: lOS^GGAE^GiaiTGCXIIZOT 

Cy3: QSaAAKHCTGCAICAAaTr 

Cy4: GmaSGaSiAAAGTCTGAG 

pan-Cy: CTIJ^iaSOOTnJITTCAGC 

V51: GGAATTCaS^AGGa^ACAAIGAAA^ 

V52: GTTCCCyGCZiGAIDCAAGOC 

V53: - TTCCnOGCrmGOCTCTGAC 

V54: ooscniaxsix^iGAAcn^ 

V55: CaGATCCITQCACTTCATOC 

V56: lX3^AGia3^3X2^QCXTIXirc 
V57-R(2) : GAAAGCnCAGTQCAAGAGTC 

V57-T: COTO^G^TQCAGTGTAACT 

V58: GClSOm^DOCTGCAC?^ 

J51: T0CACaGICACTIO33TTaC 

J52: la^OW^GAQCTCTATQX 

C5: Oa^AITOCACAAI Unun 'G 
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(1) Les nomenclatures utilisees sont celle de Heilig, i 
Tonegawa (1986) pour le locus Yet celle de Rauiet (1989) pour le locuS(5. 
Le choix d'une partie des oligonucleotides provient directement de 
Takagaki ei al. (1989 b). 

(2) VS7-R est roligonucleotide specifique du segment variable 
V57 reference dans Rauiet (1989) ; V67-T est I'oligonucleotide specifique du 
segment variable V57 reference dans Takagaki et al. (1989 a). 
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Exemple 2 - Analyse de la diversite ^enetique du recepteur To(^ 

La diversite genetique de la chaine p du recepteur T sur des 
ganglions lymphatiques de souris BIO.A, apres immunisation par le 
cytochrome C de pigeon constitue un systeme de reference bien documente. 
En particulier, d'apres les travaux publics, on salt que la chaine^ de 75 a 
80% des clones isoles apres immunisation et restimulation in vitro par 
I'antigene, est composee du rearrangement Vfi3-3^l.2-Cji. 

Un echantillon d'ARN messager provenant de ganglions 
lymphatiques drainant de souris immunisees ou non, a ete transforme en 
cADN. Celui-ci a ete amplifie par PGR (Polymerase Chain Reaction) avec 
un couple d'oligonucleotides situes d'une part dans I'une des regions 
variables Vp et, d'autre part, dans la region constante. Cette operation a 
ete repetee pour chaque region V\i (au nombre d'une vingtaine). A la suite 
de quoi, chaque reaction d'amplification, divisee en 12 echantillons (un pour 
chaque J^), a servi de matrice pour un cycle d'elongation avec Tun des 12 
Jp radiomarque. 

La figure 2 jointe illustre une partie des resultats obtenus 
pour les couples V ^ l- V^3 et Vji 16-Cti, reanalyses avec quatre 3p 
differents dont Jp 1.2., sur des souris BIO.A (H-2a) dans deux experiences 
20 independantes (Figures A et B). Dans la figure A, pour le couple Vf\3-3jil.2, 
on voit apparaitre une bande majoritaire dans les cellules T des ganglions 
restimules in vitro par le cytochrome C de pigeons (figure A, canal 3). La 
taille des fragments constituant cette bande est en accord avec les 
resultats attendus (115 nucleotides pour ViJ3-Jpl.2). Ces resultats sont 
25 reproductibles d'une experience a I'autre (figure B) et, de plus, indiquent 
que la preponderance du rearrangement V]}* 3-3 ^1.2 est deja detectable 
apres la premiere immunisation (figure B, 3^1.2, canal 2). 

II n'est pas exclu de pouvoir faire ce type d'analyse sur une 
meme souris de maniere a eviter le probleme des variations minimes 
existant d'une souris a I'autre, ainsi que I'illustre la figure C (canaux if a 
6). 
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REVENDICATIONS 

I) Precede de description des repertoires d'anticorps (Ab) et 
de recepteurs des cellules T (TcR) du systeme immunitaire d*un individu, 
5 caracterise en ce que : 

a partir d'un prelevement biologique, on effectue la transcription 
reverse des mARN qu'il contient, 

on effectue ensuite, sur le produit de transcription (ou directement sur 
TADN extrait de Techantillon), des amplifications separees par une 
10 methode de type PGR pour chaque couple d'amorce V,C, V correspon- 

dant a un segment variable du repertoire en cause et C s'hybridant au 
segment constant du repertoire etudie, 

sur chacun de ces produits d*amplification on effectue, pour chaque 
segment J du repertoire marque, une etape d'eiongation utilisant 
15 comme amorce un oligonucleotide specif ique de ce segment J et ie 

produit d*amplification comme matrice, 

pour chaque produit d*elongation correspondant a un triplet CV,C)J ainsi 
obtenu on fait apparaltre la tailie des differents produits d'elongation, 
la description des repertoires correspondant pour chaque element du 
20 repertoire a un triplet VCJ et a la tailie de ^element- 

2) Precede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'on 
fait apparaitre les tallies des produits d'eiongation par electrophorese du 
melange d'eiongation et mise en evidence du marqueur. 

3) Precede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en 
25 ce que le marquage est radioactif, coiorimetrique ou fluorescent, 

4) Precede selon i'une des revendications 1 a 3, caracterise en 
ce que les etapes sent effectuees en presence de 1 a 3 mM d'ion Mg^". 

5) Precede selon Tune des revendications 1 a ^, caracterise en 
ce qu'en mesure Tintensite de chaque signal de tailie moleculaire afin 

30 d'obtenir une mesure quantitative de Timportance de la sequence 
correspondante. 

6) Precede selon la revendication 5, caracterise en ce que 
rintensite de chaque signal est evaluee par rapport a un etalon interne. 

35 
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7) Precede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce que les produits de meme taille molecuiaire sont separes, en fonction de 
leur plus ou moins grande affinite pour une sonde fixe. 

8) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'on 
^ effectue cette etape en electrophorese a gradient de temperature ou de 

tout autre agent denaturant. 

9) Procede selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en 
ce que pour faire apparaitre et decrire les tallies des produits d'elongation 
on utilise un appareil de sequengage automatique. 
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